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METODO DE TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

La presente invenci6n se relaciona con un m§todo de 
5 tratamiento y/o prevencion de enf ermedades asociadas 
con la presencia de dep6sitos amiloides, entre las que 
se encuentra la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

10 

Se conocen ciertos hechos acerca de los fen6menos 
bioguimicos y metabolicos asociados con la presencia de 
la enfermedad de Alzheimer (AD) - Dos cambios 
morfologicos e histopatol6gicos observados en cerebros 

15 con enfermedad de Alzheimer son las maranas 

neurofibrilares (NFT) y los dep6sitos amiloides. Las 
maranas neurofibrilares intraneuronales est& presentes 
tambi§n en otras enf ermedades neurodegenerativas , pero 
la presencia de los dep6sitos amiloides tanto en los 

20 espacios intraneuronales (placas neuriticas) como en 
las proximidades de la microvasculatura (placas 
vasculares) parece ser caracterxstico de la enfermedad 
de Alzheimer. De estas, las placas neuriticas parecen 
ser las m&s frecuentes (Price, D.L-, y col., Drug 

25 Development Research (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloides es un 
peptido de 40-42 aminoicidos denominado peptido 
amiloide Ap4. 

30 

El piptido amiloide Ap4 es un polipeptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoprotelnas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del peptido amiloide 
Ap4 (pAPP) . Estando estas proteinas, precursoras del 
35 piptido amiloide, const ituidas por 695 a 770 

HOJA DE SUSTITUCION (REG LA 26) 
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aminoacidos, siendo todas ellas producidas por el mismo 
gen. 

Se han identificado dos variantes principales del 
5 peptido amiloide A^4, el peptido A^40 y el AP42, de 40 
y 42 aminoacidos respectivamente, que presentan una 
distribucidn tisular diferente en condiciones tanto 
fisiol6gicas como patologicas . Es la variante de 42 
aminoacidos la forma predominante en las placas 
10 amiloides local izadas en cerebros de enfermos de 
Alzheimer. 

Hasta la fecha se han propuesto diferentes posibles 
soluciones hacia una posible vacuna frente a la 
15 enfermedad de Alzheimer. 

En EP526511 se propone la administraci6n de dosis 
homeopaticas de A0 a pacientes con AD preestablecida. 
Sin embargo, debido a que las dosis empleadas apenas 
20 varian los niveles de A0 end6geno circulante en plasma, 
no se espera ningun beneficio terapeutico. 

Schenk et al., (Nature, 1999 ; 400 : 173-177) describe 
la inmunizaci6n con AP42, de ratones transgenicos 
25 PDAPP, los cuales sobreexpresan APP mutante humana, 

preveniendo la formaci6n de placas amiloides, distrofia 
neurltica y astrogliosis . 

En W09927944 (Schenk D.) se describe el tratamiento de 
30 AD por administraci6n de AP42 a un paciente. 

Un ensayo clinico de fase II en 360 pacientes 
diagnosticados con media a moderada AD en 4 paxses 
Europeos y Estatos Unidos en el que se empleaba peptido 
35 amiloide AP42 como antigeno, fue discontinuado tras 
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reportarse encefalitis en algunos de los pacientes 
(Scrip Daily Online, 25 Feb 2002, S007455320, The 
Scientist 16 [73:22, Apr. 1, 2002). 

5 El problema de emplear como vacuna una proteina 

endogena (o una proteina presente naturalmente en el 
animal que est& siendo vacunado) , como es en el caso de 
el p#ptido AP42, el organismo responde fabricando 
anticuerpos frente a A(342 y frente a fracciones mas 

10 cortas que pueden tener tambi§n funciones fisiol6gicas 
todavia desconocidas , entre algunos de los posibles 
problemas podemos citar el posible desarrbllo de 
enfermedades autoinmunes debido a la generaci6n de 
anticuerpos frente a la proteina end6gena, dificultad 

15 en la generaci6n de una respuesta inmune debido al 
fallo del sistema inmune para reconocer antigenos 
endogenos, posible desarrollo de una respuesta 
inflamatoria aguda. 

20 La presente invencion esta dirigida al tratamiento de 
Alzheimer y otras enfermedades amiloideas por 
administracion de un pSptido, de la parte C- terminal de 
AP, conjugado con una proteina, que en una realizacion 
preferida de la presente invenci6n dicha proteina es la 

25 hemocianina de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en 
ingles) . 

EXPLICACI6N de la INVENGI6N 

30 La presente invencidn se relaciona con una vacuna para 
la prevenci6n y/o tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer y de otras enfermedades amiloideas 
relacionadas . 

35 Segfin una realizaci6n preferida de la presente 
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invenci6n, se proporciona una vacuna para la prevenci6n 
y/o el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y de 
otras enf ermedades relacionadas, que supera las 
desventajas asociadas a usar piptidos, protelnas o 
5 immunogenos enddgenos. 

Ejemplos de otras enf ermedades caracterizadas por 
depositos amiloides son Sindrome Hereditario Isl§ndico, 
mieloma multiple, encef alopat las espongi forme, 
10 incluyendo la enfermedad de Creutzf el dt- Jakob . 

La induccion de una respuesta inmune puede ser activa 
como cuando un immunogeno es administrado para inducir 
anticuerpos que reaccionan con Ap en un paciente, o 
15 pasiva, como cuando es administrado un anticuerpo que 
reacciona por si mismo con AP en un paciente. 

Para los prop6sitos de la presente invencion, los 
siguientes t€rminos son definidos a continuacion: 

20 

El termino "enf ermedades amiloideas relacionadas" 
incluye enfermedades asociadas con la acumulaci6n de 
amiloide el cual puede estar restringido a un organo, 
amiloidosis localizada, o difundido en varios organos, 

25 amiloidosis sist€mica. Amiloidosis secundaria puede ser 
asociada con infecciones cronicas (como p.e. 
tuberculosis) o inflamaci6n cr6nica (p.e. artritis 
reumatoide) , Fiebre MediterrSnea Familial (FMF) y otro 
tipo de amiloidosis sistemica encontrada en pacientes 

30 en tratamiento de hemodi&lisis de largo plazo. Formas 
localizadas de amiloidosis incluye, sin limitarse a 
estas, diabetes tipo II y cualquier otra enfermedad 
relacionada con esta, enfermedades neurodegenerativas 
con SCRAPIE, encef alit is espongiforme bovina, 
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enfermedad de Cretzfeldt- Jakob, enfermedad de 
Alzheimer, angiopatia amiloide cerebral. 

El termino "inmunizaci6n pasiva" es utilizado para 
5 referirse a la administraci6n de anticuerpos o 

fragmentos de.ellos a un individuo con la intenci6n de 
conferirle inmunidad. 

En un primer aspecto, la invencion proporciona el uso 
10 bien de un p§ptido que actCia como inmunogeno o bien de 
un anticuerpo, en la preparaci6n de un medicamento para 
la prevenci6n y/o el tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulacion de dep6sitos 
amiloides. Dichos m^todos consisten en la induccion de 
15 una respuesta inmune contra un component e peptidico de 
los dep6sitos amiloides en el paciente. Dicha induccion 
puede ser activa por administraci6n de un immunogeno o 
pasiva por administracion de un anticuerpo o un 
fragmento activo o derivado de un anticuerpo, 

20 

En una realizaci6n preferida de la presente invencion, 
la enfermedad es la enfermedad de Alzheimer. 

El medicamento obtenido puede ser empleado tanto en 
25 pacientes asintomSticos como en aquellos que ya 
muestran sintomas de la enfermedad. 

De acuerdo con la presente invenci6n, las composiciones 
capaces de provocar una respuesta inmune dirigida 

30 contra ciertos componentes de las placas amiloideas son 
efectivas para el tratamiento o prevenci6n de 
enfermedades relacionadas con dep6sitos amiloides. En 
particular, de acuerdo con un aspecto de la presente 
invencion, es posible prevenir el progreso, disminuir 

35 los sintomas y/o reducir el proceso de deposicion 
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amiloide en un individuo, cuando una dosis 
inmunoestimulatoria de un peptido o de un anticuerpo 
obtenido a partir de £ste, es administrado a el 
paciente . 

5 

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, los 
anticuerpos son obtenidos por inmunizacion de mamiferos 
o aves, mediante el empleo de un peptido conjugado a 
una proteina como inmun6geno. 

10 

Segun una forma de realizaci6n preferida de la presente 
invenci6n, los mamiferos empleados para su inmunizacion 
pueden ser rumiantes, §quidos, lagomorfos, carnivoros, 
primates o cualguier otro animal que permita obtener 
15 cantidades de suero adecuadas como para extraer de este 
suficiente cantidad de anticuerpo. De entre las aves 
empleadas para su inmunizacion podemos citar, no 
considerindose de forma limitativa, las galliformes, 
anseriformes y columbif ormes, entre otras. 

20 

Segtin una forma de realizacion preferida de la presente 
invencion, esta proporciona el uso de un peptido 
conjugado a una proteina que actCia como inmun6geno para 
la producci6n de anticuerpos capaces de reconocer de 

25 forma especifica cualquiera de las variantes 

predominantes del peptido beta amiloide Ap40 y A|342 en 
la preparaci6n de un medicamento para la prevenci6n y/o 
tratamiento de una enfermedad caracterizada por la 
acumulaci6n de depositos amiloides en el cerebro de un 

30 paciente, 

Segun una forma de realizaci6n mas preferida de la 
presente invenci6n, la proteina utilizada para su 
conjugacion con el peptido es la hemocianina de lapa 
35 (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles)'. 
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De acuerdo con una realizaci6n aun mas preferida de la 
presente invenci6n, el p§ptido es seleccionado entre un 
grupo que consiste en el peptido de SEQ ID NO 1, el 
5. peptido de SEQ ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el 
p§ptido de SEQ ID NO 4, los peptidos resultantes de 
acortar por eliminacion de los restos de aminoacido de 
los extremos N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4 y los 
10 peptidos resultantes de alargar por adicion de los 
restos de amino&cido apropiados para conjugar la 
proteina a cualquiera de los piptidos de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4. 

15 De acuerdo con otra realizacion preferida, el peptido 
es seleccionado entre el grupo constituido por el 
piptido de SEQ ID NO 1, los peptidos con una secuencia 
resultante de elitninar los restos de aminoacido N- 
terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 1 y los peptidos 

20 resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos.de aminoScido necesarios para 
la conjugaci6n de la. proteina. 

En otra realizacion preferida de la presente invencion, 
25 el peptido es seleccionado entre el grupo constituido 
por el p§ptido de SEQ ID NO 2, los peptidos con una 
secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 2 y 
los peptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 
30 secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugaci6n de la proteina. 

En otra realizacion preferida, el peptido es 
seleccionado entre el grupo constituido por el peptido 
35 de SEQ ID NO 3, los piptidos con una secuencia 
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resultante de eliminar los restos de aminoacido N- 
terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 3 y los peptidos 
resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes , los restos de aminoacido necesarios para 
5 la conjugaci6n de la proteina. 

En otra realizaci6n preferida, el peptido es 
seleccionado entre el grupo constituido por el peptido 
de SEQ ID NO 4, los peptidos con una secuencia 
10 resultante de eliminar los restos de aminoacido N- 

terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 4 y los peptidos 
. resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos de aminoacido necesarios para 
la conjugaci6n de la proteina. 

15 

De acuerdo con otra forma de realizaci6n de la present e 
invenci6n, est a proporciona el uso de un anticuerpo o 
un fragmento activo o derivado de un anticuerpo que 
recohoce de forma especifica cualquiera de las 
20 variantes predominantes del peptido beta amiloide, A04O 
y AP42 en la preparacion de un medicamento para la 
prevenci6n y/o tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulaci6n de dep6sitos amiloides 
en el cerebro de un paciente. 

25 

Segun una realizaci6n preferida de la presente 
invenci6n, el anticuerpo o un fragmento activo o 
derivado del anticuerpo que reconoce de forma 
especifica cualquiera de las variantes predominantes 

30 del peptido Ap, es obtenido a partir de un peptido 

seleccionado a partir de un grupo que consiste en SEQ 
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 , SEQ ID NO 4 , 
opcionalmente acortados por eliminaci6n de los restos 
de aminoacido de los extremos N-terminal y/o C- 

35 terminal, y opcionalmente alargados por adici6n de los 
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restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina. 

En otra forma de real izac ion mas preferida, dicho 
5 anticuerpo o fragmento activo o derivado del 

anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por el peptido de SEQ ID NO 1, los peptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
10 aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 1 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugaci6n de la proteina. 

15 En otra forma de realizaci6n preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o. derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por el peptido de SEQ ID NO 2, los peptidos 

20 con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 2 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes,. los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugacidn de la proteina. 

25 

En otra forma de realizaci6n preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 

30 constituido por el peptido de SEQ ID NO 3, los peptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 3 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes, los restos de aminoacido 

35 necesarios para la conjugacion de la proteina. 
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En otra forma de realizacion preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamlferos o 

5 aves con un p§ptido seleccionado entre el grupo 

constituido por el p§ptido de SEQ ID NO 4, los p€ptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 4 y 
los p§ptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 

10 secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugacion de la proteiria. 

En esta solicitud los amino&cidos se abrevian 
utilizando los c6digos de una letra aceptados en 
15 el campo, en la forma que se muestra a continuaci6n: 





A= 


Ala= 


alanina, 




C= 


Cys= 


cistelna, 




D= 


Asp= 


acido aspartico, 


20 


E= 


Glu= 


&cido glutamico, 




F= 


Phe= 


fenil alanina, 




G= 


Gly= 


glicina, 




H= 


Hiss 


histidina, 




1 = 


Ile= 


isoleucina, 


25 


K= 


Lys= 


lisina, 




L= 


Leu= 


leucina, 




M= 


Met= 


metionina, 




N= 


Asn= 


asparagina, 




P= 


Pro= 


prolina 


30 


Q= 


Gln= 


glutamina, 




R= 


Arg= 


arginina, 




S= 


Ser= 


serina, 




T= 


Thr= 


treonina, 




V= 


Val= 


valina, 


35 


W= 


Trp= 


triptof ano, 
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1 

Y= Tyr= tirosina, 



Las secuencias descritas anteriormente en la presente 
invenci6n, e identif icadas como SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 
5 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4 se corresponden con las 
siguientes secuencias de aminoacidos: 

SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 
SEQ ID NO 2 GLMVGGW 
10 SEQ ID NO 3 GLMVGGWIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

Los ahticuerpos obtenidos a partir de los peptidos 
anteriores reciben en la presente solicitud los codigos 
15 de SAR-1, SAR-2, SAR-3 y SAR-4 correspondiendose con 
istos como se indica a continuaci6n: 



SEQ ID NO 1 SAR-2 

SEQ ID NO 2 SAR-3 

20 SEQ ID NO 3 SAR-4 

SEQ ID NO 4 SAR-1 



La informaci6n relativa a la identif icaci6n de las 
secuencias peptidicas, descritas en la presente 
25 invenci6n, que se acompana a la presente memoria en 
f ormato legible por ordenador, es identica al listado 
de secuencias que se presenta acompanando a la memoria. 

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

30 

Figura 1.- Placas amiloides en cerebros con Alzheimer 
detectadas con los anticuerpos SAR-1, SAR-2, SAR-3 y 
SAR-4 . 
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Figura 2.- Western Blot en el que se demuestra la 
especif icidad de los anticuerpos. SAR-3 detecta 
especificamente la proteina amiloide de 40 aminoacidos 
(AS40) , SAR-4 la de 42 aminoacidos (A642) y SAR-1 las 
5 dos isoformas, pero teniendo m&s afinidad por la 

supuestamente m&s neurotdxica A£42. En cada calle se ha 
cargado el p^ptido indicado (AJ340 6 A&42) en la 
cantidad de nanogramos especificada (10, 100, 200 6 
500) . En los westerns se aprecia tambiin que los 
10 anticuerpos SAR-3 y SAR-4 detectan tanto los monomeros 
(mucho mis abundant es) como los dimeros del peptido 
correspondiente . 

EJEMPLOS 

15 

La presente invenci6n se ilustra mediante los 
siguientes ejemplos. 

Ejemplo 1. Generaci6n de los anticuerpos policlonales . 

20 

Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizaci6n de conejos New Zealand White contra 
los cuatro p§ptidos acoplados a KLH que se utilizaron 
como inmunogeno. 

25 

Cada inmun6geno se inyect6 en dos conejos, realiz&ndose 
cinco inyecciones: la primera inyeccion intradermica 
del conjugado p€ptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante completo de Freund y cuatro m&s 

30 intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 
dias 14, 28, 49 y 80, del mismo conjugado peptido-KLH 
en PBS pero est a vez emulsionados en adyuvante 
incompleto de Freund, realizandose la sangria de 
control a los 90 dias para detectar la presencia de los 

35 anticuerpos. 
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Tras la recogida de sangre, se separ6 el suero y se 
prepurificfi mediante desalado y posteriormente se 
purificaron los anticuerpos por afinidad en una tnatriz 
5 compuesta por 1,5 ml de material EMD-Epoxy activated 
(Merck) a la que se afiadi6 5mg del correspondiente 
peptide Las fracciones purificadas se estabilizaron en 

0. 1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 °C, pudiendose 
anadir glicerol 2 0-50% como crioprotector . 

10 

Ejemplo 2. WESTERN-BLOT para AS 

1. ELECTROFORESIS 

15 Se utiliz6 el metodo de Laemmli, descrito en Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, 
New York, 1998, modificado para mejorar la separaci6n 
de p§ptidos pequenos. 

20 El aparato empleado fue un Miniprotean 3 de Bio-Rad. 



Se utilizo un gel del 15% de acrilamida, mezclando los 
siguientes componentes: 



25 



30 



SOLUCIONES STOCK 


SEPARATING GEL (15 %) 


STACKING GEL 


40 % Acrilamida 


3,75 ml 


500 ill 


Trie 3 M pH=8,45 


3,3 ml 


250 nl 


Glicerol 


1,05 ml 




Agua 


1,9 ml 


4,2 ml 


SDS 20 % 


50 jul 


18,6 111 


APS 10% 


50 ill 


25 fil 


TEMED 


10 /il 


5 fil 



Se partio de disoluciones stock de peptido AJ540 y 42 de 
35 1 mg/ml. (disueltos en PBS). Se tom6 el volumen 
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necesario de estas soluciones para cada una de las 
muestras y lo llevatnos hasta 20 /il con SBLT (SBL + Tris 
base 2 M) . A continuacion se hirvieron las muestras 
durante 5 minutos para desnaturalizar los peptidos y 
5 eliminar posibles proteasas. 

Se lleno el centro de la cubeta con tamp6n cat6dico y 
el exterior con tampon anodico, siendo la composicion 
de estos tampones las siguientes : 

10 

Tamp6n Anddico 

24.2 g Tris base (0.2 M final) 
Diluir a 1 litro con H 2 0 
Ajustar a pH 8.9 con HC1 concent rado 
15 Almacenar a 4°C hasta 1 mes 

Tamp6n Cat6dico 

12.11 g Tris base (0.1 M final) 
17.92 g tricine (0.1 M final) 
20 1 g SDS (0.1% final) 

Diluir a 1 litro con H 2 0 
No ajustar el pH. 
Almacenar a 4°C hasta 1 mes 

25 Finalmente se cargaron las muestras en los pocillos: 20 
/n/pocillo. Utilizando como marcador el Polypeptide 
Standard Kaleidoscope de Bio-Rad, se comenzo la 
migracion a bajo voltaje (30 V), y posteriormente se 
subi6 hasta los 100 V, transcurrida aprox. 1 hora de 

30 electroforesis 

2.- TRANSFERENCE A MEMBRANA 
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Se transfirieron las proteinas separadas en el gel a 
una membrana de PVDF, mediante el electroblotting . En 
los "librillos" de transf erencia se colocaron: 

5 Lado negro esponja 3 papeles Whatmann (o de 

filtro) gel membrana 3 papeles Whatmann 

esponja lado transparente 

A continuaci6n se llen6 la cubeta con "electroblotting 
10 buffer" : 

Glicina 38 mM 
Tris base 50 mM 
Metanol 40% 

15 

Se realizo la transf erencia durante 2 horas a 200 mA. 
Durante la transf erencia se mantuvo la agitaci6n del 
buffer con agitador magnitico. 

20 3.- INCUBACTON CON ANTICUERPOS 

Los anticuerpos y la leche en polvo se disolvieron en 
PBS-T (PBS + 0,5 % Tween 20), realizandose los lavados 
tambien con PBS-T. 
25 Tras la transf erencia se bloqueo la superficie de la 
membrana con soluci6n 5 % de leche en polvo, durante 1 
hora con agitaci6n y a temperatura ambiente (RT) 

Tras lo cual se lav6 la membrana 2x5 min. a RT. 

30 

A continuacion se incub6 con anticuerpo primario (SAR- 
1, SAR-2, SAR-3 o SAR-4) 1 hora a RT como minimo 
diluido 1:500 en PBS-T. 

35 Se realizo el lavado de la membrana: 3 x 10 min. a RT 



WO 2004/098631 



PCT/ES2004/000194 



16 



Posteriormente se incubo con anticuerpo secundario: 
anti-conejo de cabra conjugado a peroxidasa de rabano 
(goat ant i -rabbit -HRP) durante 1 hora a RT (1:10.000 en 
5 todos los casos) . 

Se realizo de nuevo el lavado de la membrana: 3 x 10 
min. a RT 



10 4.- REVELADO 



Tras el ultimo lavado se incubo la membrana con la 
solucion del kit de guimioluminiscencia . Utilizandose 
el kit ECL+Plus de Pharmacia. 

15 

Se envolvio la membrana en papel celofan y la expusimos 
a film (Hyperfilm MP de Amersham) de doble emulsidn, 
durante distintos tiempos, entre 30 seg. y 2 minutos, 

20 Ejemplo 3. Inmunohistoquimica con anticuerpos SAR-1, 
SAR-2, SAR-3 y SAR-4 entejido de cerebro humano. 

Las secciones de tejido se fijaron en parafina 
siguiendo los siguientes pasos: 
25 a) fijaci6n en formol neutro al 10% 

b) deshidratacidn por pases sucesivos en 
concentraciones crecientes de alcohol 

c) pases pbr xilol y parafina, esta ultima en estufa 
de 60-62 °C 

30 d) realizaci6n de los bloques de parafina, los 

cuales se cortan a 4 micras y se montan en 
portaobjetos 



35 



A continuacion, dichas secciones fueron desparaf inadas 
mediante pases por las siguientes soluciones: 
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10 



15 



20 



25 



30 



Xilol 

Xilol 

Etanol 

Etanol 

Etanol 

Etanol 

Etanol 

PBS 



100% 10 minutos 
100% 10 minutos 
100% 5 minutos 
100% 5 minutos 
96% 5 minutos 
90% 5 minutos 
70% 5 minutos 
5 minutos X 3 veces 



Posteriormente se trataron de la siguiente forma: 

a) Acido formico al 96% durante 3 minutos en campana de 
gases y en agitaci6n. 

b) Lavado rlipido de agua 

c) Lavados en PBS 2X5 minutos 

d) Bloqueo de las peroxidasas endogenas durante 15 
minutos en una solucion formada por 70ml de PBS, 3 0ml 
de metanol y 1ml de H202 

e) Lavados en PBS 3X5 minutos 

f) Lavados en PBS/T (Triton o Tween-2.0 al 0,5% en PBS) 3 
X 5 minutos 

g) Bloqueo de las uniones inespecif icas con suero de 
cabra (Normal Goat Serum) diluido 10:100 en PBS/T 
durante dos horas 

h) Incubacion de los anticuerpos primarios toda la noche 
a 4° C en camara htimeda: 

SAR-l....Diluci6n 1:150 en PBS 
SAR-2....Diluci6n 1:1500 en PBS 
SAR-3....Diluci6n 1:1500 en PBS 
SAR-4..„Diluci6n 1:2000 en PBS 

i) Lavados de PBS/T 3X5 minutos 

j)Incubaci6n en anticuerpo secundario (anti-conejo de 
cabra) diluido 1:200 en PBS durante 45 minutos 
k)Lavados de PBS 4X5 minutos 
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l)Incubaci6n del ABC (complejo avidina-biotina) de 
Vector Labs a una dilucion de 1:100 en PBS/T durante 45 
minutos en oscuridad, manteniendose esta condici6n 
hasta final izar el revelado 
5 m)Lavados de PBS 3X5 minutos 

n) Revelado en diaminobencidina (DAB) . 

Se control6 el.tiempo empiricamente bajo microscopio 
estereosc6pico. Para ello, primero se hizo un lavado en 

10 una soluci6n de Tris-HCl 0.5 M durante 10 minutos en 
agitaci6n, para proseguir con la incubaci6n con un 
sustrato diaminobencidina (DAB) diluida en Tris-HCl 
0.05M y a la que se anade 0.5 fil/ml de H202 a 4°C. Una 
vez finalizada la reacci6n se realizaron tres lavados 

15 en PBS a 4°C de 5 minutos cada uno y se procedi6 a la 
deshidrataci6n en etanol al 70%, 90% y 100% durante 2 
minutos cada uno, pase por xilol de 4 minutos y otro 
pase de xilol de 2 minutos, hasta que se montaron con 
Eukitt para su observaci6n al microscopio. 

20 

Listado de Secuencias. 
NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

25 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 8 
TIPO: aminoacido 
30 TIPO DE MOLECULA : peptido 

FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
35 1 5 
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INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 8 
5 TIPO: aminoacido 

TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Slntesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 
10 Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 



INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3 : 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
15 LONGITUD: 10 

TIPO: aminocicido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Slntesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
20 SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 
15 10 



INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4: 
25 CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 12 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Sintesis Quimica 
30 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 



35 
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REIVINDICACIONES 

1. El uso de un peptido conjugado a una proteina que 
actua como inmun6geno para la produccion de 

5 anticuerpos capaces de reconocer de forma 

especifica cualquiera de las variantes 
predominant es del peptido beta amiloide A|340 y Ap42 
en la preparaci6n de un medicamento para la 
prevenci6n y/o tratamiento de una enfermedad 
10 caracterizada por la acumulacion de dep6sitos 

amiloides en el cerebro de un paciente. 

2 . El uso segun la reivindicaci6n anterior 
caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad 
de Alzheimer. 

15 3 . El uso segun la reivindicacion anterior 1, 

caracterizado porque la proteina es la hemocianina 

de lapa (KLH) . 
4 . El uso segun cualquiera de la reivindicaciones 

anteriores 1 a 3, caracterizado porque el peptido 
20 es seleccionado a partir de un grupo que consiste 

en : 

el peptido de SEQ ID NO 1, el peptido de SEQ 
ID NO 2, el pgptido de SEQ ID NO 3, el 
p§ptido de SEQ ID NO 4; 

25 - los peptides resultantes de acortar por 

eliminaci6n de los restos de amino&cido de 
los extremos N-terminal y/o Oterminal de 
SEQ ID NO 1, de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 
o de SEQ ID NO 4; 

30 - y los peptidos resultantes de alargar por 

adicion de los restos de aminoacido 
apropiados para conjugar la proteina a 
cualquiera de los piptidos de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID 

35 NO 4, 
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5. El uso segiin la reivindicacion anterior 4, 
caracterizado porque el p€ptido es seleccionado 
entre el grupo const ituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 1; 
5 - los p§ptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de amino£cido N -terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
y los p^ptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
10 los restos de amino&cido necesarios para la 

conjugacion de la proteina. 

6. El uso segtin la reivindicacion anterior 4, 

• caracterizado porque el peptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

15 - el peptido de SEQ ID NO 2; 

los p^ptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los peptides resultantes de anadir a 

20 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de amino&cido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 

7. El uso segtin la reivindicacion anterior 4, 
caracterizado porque el peptido es seleccionado 

25 entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar Ids restos de amino&cido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
30 y los peptidos resultantes de anadir a 

cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoScido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 
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8. El uso segtin la reivindicaci6n anterior 4, 
caracterizado porque el p^ptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

el p§ptido de SEQ ID NO 4; 

5 - los peptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 

10 los restos de amino&cido necesarios para la 

conjugacion de la proteina. 

9. El uso de un anticuerpo o un fragmento activo o 
derivado de un anticuerpo que reconoce de forma 
especifica cualquiera de las variantes 

15 predominantes del p§ptido beta amiloide, AP4 0 y 

A[342 en la preparacion de un medic amen to para la 
prevenci6n y/o tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulacion de depositos 
amiloides en el cerebro de un paciente. 

20 10. El uso segtin la reivindicaci6n anterior 9, 

caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad 
de Alzheimer. 

11. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 9 a 10, caracterizado porque el 

25 anticuerpo o un fragmento activo o derivado del 

anticuerpo que reconoce de forma especlfica 
cualquiera de las variantes predominantes del 
peptido Ap, es obtenido a partir de un peptido 
seleccionado a partir de un grupo que consiste en 

30 SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4 , 

opcionalmente acortados por eliminacion de los 
restos de aminoScido de los extremos N- terminal y/o 
C- terminal, y opcionalmente alargados por adicion 
de los restos de aminoacido apropiados para 

35 conjugar la proteina. 
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12. El uso segfin la reivindicaci6n 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragment o activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizaci6n de mamiferos o aves con un p€ptido 

5 seleccionado entre el grupo constituido por: 

el p§ptido de SEQ ID NO 1; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
10 y los piptidos resultantes de anadir a 

cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 

13. El uso segun la reivindicacion 9, caracterizado 
15 porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 

derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizaci6n de mamiferos o aves con un peptido 
seleccionado entre el grupo constituido por: 
el peptido de SEQ ID NO 2; 
20 - los peptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los piptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
25 los restos de aminoacido necesarios para la 

conjugaci6n de la proteina. 

14. El uso segtin la reivindicaci6n 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 

30 inmunizacion de mamiferos o aves con un peptido 

seleccionado entre el grupo constituido por: 
el peptido de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
35 y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 



WO 2004/098631 



PCT/ES2004/000194 



24 

y los p§ptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de amino&cido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 
5. 15, El uso segtin la reivindicaci6n 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizacion de mamif eros o aves con un peptido 
seleccionado entre el grupo constituido por: 
10 - el pgptido de SEQ ID NO 4; 

los p§ptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de amino&cido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los p^ptidos resultantes de anadir a 
15 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de amino§cido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 
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21042003. ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> Universidad de Zaragoza 

<120> Anticuerpos en la preparaci6n de un medicamento para el tra 
tamiento 

de la enfermedad de Alzheimer. 

<130> 

<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 

<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 



<210> 2 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 

<400> 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 

.1 5 



<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 



<210> 4 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
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<400> 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas rehindicaciones no pueden ser objeto de busqueda (Continuacion 
del punto 2 de la primera hoja) , 



De conformidad con el artlculo 17,2.a), algunas reivindicaciones no han podido ser objeto de busqueda por los siguientes motivos: 

1. □ Las reivindicaciones n 03 : 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administraci6n no esta obligada a proceder a la busqueda, a saber 



2. d Las reivindicaciones n 05 : 

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisites establecidos, de tal modo que no pueda 
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente: 



3. D Las reivindicaciones n": 

son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4.a). 



Recuadro m Observaciones cuando falta unidad de invenci6n (Continuacion del punto 3 de la primera hoja) 



La Administraci6n encargada de la Busqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber: 
Ver hoja adicional 



1. CH Dado que to das las tasas adicionales han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de busqueda 

internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda, 

2. IH1 Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justifique una 

tasa adicional, esta Administracidn no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta natural eza 

3. d Dado que tan s61o una parte de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente 

informe de busqueda internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido satisfechas las 
tasas, concretamente las reivindicaciones n 03 : 

4. IZI Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente 

informe de busqueda internacional se limita a la invencibn mencionada en primer teimino en las reivindicaciones, cubierta por 
las reivindicaciones n 08 : 



Indicacion en cuanto a la protesta 



O Las tasas adicionales han sido acompanadas de una protesta por parte del solicitante. 
Q El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaflado de ninguna protesta 
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La solicited de patente no tiene unidad de invention ya que comprende m&s de una sola invention o 
grupos de invenciones descritos a continuacidn: 

L- Uso del p6ptido SEQ ID n° 1 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo, en la preparacidn de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer; 

2. - Uso del peptido SEQ ID n° 2 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo,en la preparation de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer; 

3. - Uso del peptido SEQ ID n° 3 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo, en la preparation de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 

4. - Uso del pSptido SEQ ID n° 4 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo, en la preparaci6n de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer; 
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Recuadro I Secuenria(s) de nudedtidos y/o de aminoacidos (Continuation del punto Lb de la prim era hoja) 

1 . En lo que se refiere a las secuendas de nucleftldos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud international y necesarias para la 
invencidn reivindicada, la btisqueda se ha Uevado a cabo sobre la base de: 

a) Tipo de material 

[X) una lista de secuencias 

Q Tabla(s)relativas a la lista de secuencias 

b) Fonnato del material 
Q porescrito 

|X| en sc^orte legible por ordenador 

c) Fecha de presentaci6n/entrega 

Q contenido en la solicitud interaacionaltaly como se present6 

[X| presentado junto con la solicitud international en fonnato legible por ordenador 
[~] presentado posterionnente a esta Adrninistraci6n a los fines de la biisqueda 

2. Ademas, en caso de que se haya presentado mas de una versibn o copia de una lista de secuencias y/o tabla relacionada con ella, se 
ha entregado la declarati6n requerida de que la informaci6n contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idehtica a la de la 
solicitud tal y como se presentd o no va mas alia de lo presentado inicialmente. 

3. Comentarios adicionales: 
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ALZHEIMER 1 S DISEASE TREATMENT METHOD 

The present invention relates to a method of 
treatment and/or prevention of diseases associated with, the 
presence of amyloid deposits, including Alzheimer 1 s disease. 

STATE OF THE PRIOR ART 

Certain facts are known concerning the biochemical 
and metabolic phenomena associated with the presence of 
Alzheimer's disease (AD), Two morphological and 
histopathological changes observed in brains with 
Alzheimer's disease are neurofibrillary tangles (NFT) and 
amyloid deposits. Intraneuronal neurofibrillary tangles are 
also present in other degenerative diseases, but the 
presence of amyloid deposits both in the intraneuronal 
spaces (neuritic plaques) and in the vicinity of the 
microvasculature (vascular plaques) appears to be 
characteristic of Alzheimer's disease. Of these, the 
neuritic plaques seem to be the most frequent (Price, D.L. 
et al., Drug Development Research (1985) 5:59-68). 

The main component of these amyloid plaques is a 
peptide of 40-42 amino acids called amyloid peptide A(34 . 

The amyloid peptide A(34 is a polypeptide produced by 
proteolysis from membrane glycoproteins called precursor 



- 2 - 

proteins of amyloid peptide Ap4 (pAPP) . These amyloid 
peptide precursor proteins are comprised of 695 to 770 amino 
acids, and they are all produced by the same gene. 

Two main variants of amyloid peptide Ap4 have been 
identified, peptides Ap40 and Ap42, of 40 and 42 amino acids 
respectively, which display a different tissue distribution 
both in physiological and in pathological conditions. The 
variant with 42 amino acids is the predominant form in the 
amyloid plaques in the brain of Alzheimer's patients. 

To date, various possible solutions have been 
proposed for a possible vaccine against Alzheimer's disease. 

The administration of homeopathic doses of Ap to 
patients with already established AD is proposed in 
EP526511. However, since the doses employed barely alter the 
levels of endogenous Ap circulating in plasma, no 
therapeutic benefit is expected. 

Schenk et al. (Nature, 1999; 400:173-177) describe 
the immunization, with Ap42, of PDAPP transgenic mice, which 
overexpress human mutant APP, preventing the formation of 
amyloid plaques, neuritic dystrophy and astrogliosis . 

Treatment of AD by administration of AP42 to a 
patient is described in W09927944 (Schenk D.). 

A phase II clinical trial in 360 patients diagnosed 
with medium to moderate AD in 4 European countries and the 
United States, in which amyloid peptide AP42 was used as 
antigen, was discontinued after encephalitis was reported in 
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some of the patients (Scrip Daily Online, 25 Feb 2002, 
S007455320, The Scientist 16[7]:22, Apr. 1, 2002). 

The problem of using, as vaccine, an endogenous 
protein (or a protein present naturally in the animal that 
is being vaccinated), as is the case with peptide A(342, the 
body responds by making antibodies to A(342 and to the 
shortest fractions that can also have as yet unknown 
physiological functions, among some of the possible problems 
we may mention the possible development of autoimmune 
diseases due to the production of antibodies to the 
endogenous protein, difficulty in generating an immune 
response owing to failure of the immune system to recognize 
endogenous antigens, and possible development of an acute 
inflammatory response. 

The present invention is directed towards the 
treatment of Alzheimer's disease and other amyloid diseases 
by administration of a peptide, from the Oterminal portion 
of Ap, conjugated with a protein, which in a preferred 
embodiment of the present invention said protein is keyhole 
limpet hemocyanin (KLH) . 

EXPLANATION OF THE INVENTION 

The present invention relates to a vaccine for the 
prevention and/or treatment of Alzheimer's disease and of 
other related amyloid diseases. 
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According to a preferred embodiment of the present 
invention, a vaccine is supplied for the prevention and/or 
treatment of Alzheimer's disease and of other related 
diseases, which overcomes the disadvantages associated with 
the use of peptides, proteins or endogenous immunogens. 

Examples of other diseases characterized by amyloid 
deposits are Hereditary Icelandic Syndrome, multiple 
myeloma, and spongiform encephalopathies, including 
Creutzfeldt- Jakob disease. 

The induction of an immune response can be active, 
as when an immunogen is administered in order to induce 
antibodies that react with A(5 in a patient, or passive, as 
when an, antibody is administered that itself reacts with Ap 
in a patient. 

For . the purposes of the present invention, the 
following terms are defined below: 

The term "related amyloid diseases" includes 
diseases associated with the accumulation of amyloid which 
can be restricted to one organ, localized amyloidosis, or 
diffused in several organs, systemic amyloidosis. Secondary 
amyloidosis can be associated with chronic infections (e.g. 
tuberculosis) or chronic inflammation (e.g. rheumatoid 
arthritis) , familial Mediterranean fever (FMF) and other 
type of systemic amyloidosis encountered in patients in 
long-term hemodialysis treatment. Localized forms of 
amyloidosis include, without being limited to these, type II 
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diabetes and any other related disease, neurodegenerative 
diseases with SCRAPIE, bovine spongiform encephalitis, 
Creutzfeldt-Jakob disease, Alzheimer's disease, and cerebral 
amyloid angiopathy. 

The term "passive immunization" is used to refer to 
the administration of antibodies or fragments thereof to an 
individual with the intention of conferring immunity. 

In a first aspect, the invention provides the use 
either of a peptide that acts as immunogen or of an 
antibody, in the preparation of a medicinal product for the 
prevention and/or the treatment of a disease characterized 
by the accumulation of amyloid deposits. Said methods 
comprise the induction of an immune response to a peptide 
component of the amyloid deposits in the patient. Said 
induction can be active, by administration of an immunogen, 
or passive, by administration of an antibody or an active 
fragment or derivative of an antibody. 

In a preferred embodiment of the present invention, 
the disease is Alzheimer's disease. 

The medicinal product obtained can be used both in 
asymptomatic patients and in those already displaying 
symptoms of the disease. 

In accordance with the present invention, the 
compositions capable of producing an immune response 
directed against certain components of the amyloid plaques 
are effective for the treatment or prevention of diseases 



- 6 - 

associated with amyloid deposits. In particular, according 
to one aspect of the present invention, it is possible to 
prevent the progression, lessen the symptoms and/or reduce 
the process of amyloid deposition in an individual, when an 
immune-stimulating dose of a peptide or of an antibody 
obtained therefrom is administered to the patient. 

According to one aspect of the present invention, 
the antibodies are obtained by immunization of mammals or 
birds, by using a peptide conjugated to a protein as 
immunogen . 

According to a preferred embodiment of the present 
invention, the mammals employed for immunization can be 
ruminants, equidae, lagomorphs, carnivores, primates or any 
other animal that makes it possible to obtain adequate 
amounts of serum for a sufficient quantity of antibody to be 
extracted from it. Among the birds employed for immunization 
we may mention, non-limitatively, the galliformes, 
anseriformes and columbi formes, among others. 

According to a preferred embodiment of the present 
invention, it provides the use of a peptide conjugated to a 
protein that acts as immunogen for the production of 
antibodies capable of specifically recognizing any of the 
predominant variants of the beta amyloid peptide A(i40 and 
Ap42 in the preparation of a medicinal product for the 
prevention and/or treatment of a disease characterized by 
the accumulation of amyloid deposits in a patient's brain. 
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According to a more preferred embodiment of the 
present invention, the protein used for conjugation to the 
peptide is keyhole limpet hemocyanin (KLH) . 

According to an even more preferred embodiment of 
the present invention, the peptide is selected from a group 
comprising the peptide of SEQ ID NO 1, the peptide of SEQ ID 
NO 2, the peptide of SEQ ID NO 3, the peptide of SEQ ID NO 
4, the peptides resulting from shortening by eliminating the 
amino acid residues from the N-terminal and/or C-terminal 
ends of SEQ ID NO 1, of SEQ ID NO 2, of SEQ ID NO 3 or of 
SEQ ID NO 4 and the peptides resulting from lengthening by 
addition of the appropriate amino acid residues for 
conjugating the protein to any of the peptides of SEQ ID NO 
1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 or SEQ ID NO 4. 

According to another preferred embodiment, the 
peptide is selected from the group comprising the peptide of 
SEQ ID NO 1, the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 1 and the peptides resulting from 
adding, to any of the preceding sequences, the amino acid 
residues necessary for conjugation of the protein. 

In another preferred embodiment of the present 
invention, the peptide is selected from the group comprising 
the peptide of SEQ ID NO 2, the peptides with a sequence 
resulting from eliminating the N-terminal and/or C-terminal 
amino acid residues of SEQ ID NO 2 and the peptides 
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resulting from adding, to any of the preceding sequences, 
the amino acid residues necessary for conjugation of the 
protein . 

In another preferred embodiment, the peptide is 
selected from the group comprising the peptide of SEQ ID NO 

3, the peptides with a sequence resulting from eliminating 
the N-terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 3 and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

In another preferred embodiment, the peptide is 
selected from the group comprising the peptide of SEQ ID NO 

4, the peptides with a sequence resulting from eliminating 
the N-terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ 
ID NO 4 and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

In accordance with another embodiment of the present 
invention, it provides the use of an antibody or an active 
fragment or derivative of an antibody that specifically 
recognizes any of the predominant variants of the beta 
amyloid peptide, A(340 and A(342 in the preparation of a 
medicinal product for the prevention and/or treatment of a 
disease characterized by the accumulation of amyloid 
deposits in a patient's brain. 
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According to a preferred embodiment of the present 
invention, the antibody or an active fragment or derivative 
of the antibody that specifically recognizes any of the 
predominant variants of peptide A3, is obtained from a 
peptide selected from the group comprising SEQ ID NO 1, SEQ 
ID NO 2 , SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, optionally shortened by 
elimination of the amino acid residues of the N-terminal 
and/or C-terminal ends, and optionally lengthened by 
addition of the appropriate amino acid residues for 
conjugating the protein. 

In another more preferred embodiment, said antibody 
or active fragment or derivative of the antibody is obtained 
by immunization of mammals or birds with a peptide selected 
from the group comprising the peptide of SEQ ID NO 1, the 
peptides with a sequence resulting from eliminating the N- 
terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ ID NO 

1 and the peptides resulting from adding, to any of the 
preceding sequences, the amino acid residues necessary for 
conjugation of the protein. 

In another more preferred embodiment, said antibody 
or active fragment or derivative of the antibody is obtained 
by immunization of mammals or birds with a peptide selected 
from the group comprising the peptide of SEQ ID NO 2, the 
peptides with a sequence resulting from eliminating the N- 
terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ ID NO 

2 and the peptides resulting from adding, to any of the 
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preceding sequences, the amino acid residues necessary for 
conjugation of the protein. 

In another preferred embodiment, said antibody or 
active fragment or derivative of the antibody is obtained by 
immunization of mammals or birds with a peptide selected 
from the group comprising the peptide of SEQ ID NO 3, the 
peptides with a sequence resulting from eliminating the N- 
terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ ID NO 

3 and the peptides resulting from adding, to any of the 
preceding sequences, the amino acid residues necessary for 
conjugation of the protein. 

In another preferred embodiment, said antibody or 
active fragment or derivative of the antibody is obtained by 
immunization of mammals or birds with a peptide selected 
from the group comprising the peptide of SEQ ID NO 4, the 
peptides with a sequence resulting from eliminating the N- 
terminal and/or C-terminal amino acid residues of SEQ ID NO 

4 and the peptides resulting from adding, to any of the 
preceding sequences, the amino acid residues necessary for 
conjugation of the protein. 

In this application the amino acids are abbreviated 
using the single-letter codes accepted in the field, as 
shown below: 

A= Ala= alanine, 
C= Cys= cysteine, 



D= 


Asp= 


aspartic acid, 


E= 


Glu= 


glutamic acid, 


F= 


Phe= 


phenylalanine, 


G= 


Gly= 


glycine, 


H= 


His= 


histidine, 


1 = 


Ile= 


isoleucine, 


K= 


Lys= 


lysine, 


L= 


Leu= 


leucine, 


M= 


Met= 


methionine, 


N= 


Asn= 


asparagine, 


P= 


Pro= 


proline, 


Q= 


Gln= 


glutamine, 


R= 


Arg= 


arginine, 


S= 


Ser= 


serine, 


T= 


Thr= 


threonine, 


V= 


Val= 


valine, 


W= 


Trp= 


tryptophan, 


Y= 


Tyr= 


tyrosine . 



The sequences described previously in the present 
invention, and identified as SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ 
ID NO 3 and SEQ ID NO 4, correspond to the following amino 
acid sequences: 

SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 
SEQ ID NO 2 GLMVGGW 
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SEQ ID NO 3 GLMVGGVVIA 
SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

The antibodies obtained from the preceding peptides 
are given the codes SAR-1, SAR-2, SAR-3 and SAR-4 in the 
present application, corresponding as indicated below: 

SEQ ID NO 1 SAR-2 

SEQ ID NO 2 SAR-3 

SEQ ID NO 3 SAR-4 

SEQ ID NO 4 SAR-1 

The information relating to the identification of 
the peptide sequences described in the present invention, 
accompanying the present specification in computer-readable 
format, is identical to the sequence listing that 
accompanies the specification. 

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS 

Fig. 1. Amyloid plaques in brains with Alzheimer's 
detected with the antibodies SAR-1, SAR-2, SAR-3 and SAR-4. 

Fig. 2. Western blot demonstrating the specificity 
of the antibodies. SAR-3 specifically detects the amyloid 
protein of 40 amino acids (A(}40) , SAR-4 that of 42 amino 
acids (A(342) and SAR-1 the two isoforms, but having greater 
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affinity for the supposedly more neurotoxic AP42. The 
peptide indicated (A(340 or A042) was loaded in each lane in 
the amount of nanograms specified (10, 100, 200 or 500) . It 
can also be seen in the Western blots that the antibodies 
SAR-3 and SAR-4 detect both the monomers (much more 
abundant) and the dimers of the corresponding peptide. 

EXAMPLES 

The present invention is illustrated with the 
following examples. 

Example 1. Production of the polyclonal antibodies 

The four polyclonal antibodies were produced by 
immunization of New Zealand White rabbits against the four 
peptides linked to KLH that were used as immunogen. 

Each immunogen was injected in two rabbits, carrying 
out five injections: the first, intradermal injection of the 
peptide-KLH conjugate in PBS and emulsified in Freund 
complete adjuvant and another four intramuscular, as booster 
on days 14, 28, 49 and 80, of the same peptide-KLH conjugate 
in PBS but this time emulsified in Freund incomplete 
adjuvant, performing control bleeding at 90 days to detect 
the presence of the antibodies. 

After collecting blood, the serum was separated and 
was pre-purified by desalting and then the antibodies were 
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purified by affinity in a matrix composed of 1.5 ml of EMD- 
Epoxy activated material (Merck) to which 5 mg of the 
corresponding peptide was added. The purified fractions 'were 
stabilized in 0.1% of BSA (Sigma) and were stored at 4°C, it 
being possible to add glycerol 20-50% as antifreeze. 

Example 2. WESTERN BLOT for Ap 

•1. ELECTROPHORESIS 

Laemmli's method, described in Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1998, was 
used, modified to improve the separation of small peptides. 

The apparatus used was a Miniprotean 3 from Bio-Rad. 

A gel with 15% acrylamide was used, mixing the 
following components: 



STOCK SOLUTIONS 


SEPARATING GEL (15%) 


STACKING GEL 


40% Acrylamide 


3.75 ml 


500 pi 


Tris 3 M pH=8.45 


3.3 ml 


250 pi 


Glycerol 


1.05 ml 




Water 


1.9 ml 


4.2 ml 


SDS 20% 


50 pi 


18.6 pi 


APS 10% 


50 pi 


25 pi 


TEMED 


10 pi 


5 pi 
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The starting point was stock solutions of peptide 
A(340 and 42 of 1 mg/ml (dissolved in PBS) . The necessary 
volume of these solutions for each one of the samples was 
taken and was made up to 20 \xl with SBLT (SBL + Tris base 2 
M) . Then the samples were boiled for 5 minutes to denature 
the peptides and remove any proteases. 

The center of the cuvette was filled with cathodic 
buffer and the outside with anodic buffer, said buffers 
having the following composition: 

Anodic Buffer 

24.2 g Tris base (0.2 M final) 
Dilute to 1 liter with H 2 0 
Adjust to pH 8.9 with concentrated HC1 
Store at 4°C up to 1 month 

Cathodic Buffer 

12.11 g Tris base (0.1 M final) 
17.92 g tricine (0.1 M final) 
1 g SDS (0.1% final) 
Dilute to 1 liter with H 2 0 
Do not adjust the pH. 
Store at 4°C up to 1 month 

Finally the samples were loaded in the wells: 20 
yl/well. Using the Polypeptide Standard Kaleidoscope from 
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Bio-Rad as marker, migration was started at low voltage (30 
V), then rising to 100 V, after approx. 1 hour of 
electrophoresis . 

2. TRANSFER TO MEMBRANE 

The proteins separated in the gel were transferred 
to a PVDF membrane, by electroblotting. The following were 
placed in the transfer "booklets": 

Black side sponge 3 Whatman (or filter) papers gel - 

— membrane 3 Whatman papers sponge transparent 

side 

Then the cuvette was filled with electroblotting buffer: 

Glycine 38 mM 
Tris base 50 mM 
Methanol 40% 

Transfer was effected for 2 hours at 200 mA. During 
transfer, agitation of the buffer was maintained with a 
magnetic stirrer. 



3. INCUBATION WITH ANTIBODIES 
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The antibodies and the milk powder were dissolved in 
PBS-T (PBS + 0.5% Tween 20), also washing with PBS-T. 

After transfer, the surface of the membrane was 
blocked with 5% solution of milk powder, for 1 hour with 
stirring at room temperature (RT) . 

Then the membrane was washed 2x5 min at RT. 

Next, it was incubated with primary antibody (SAR-1, 
SAR-2, SAR-3 or SAR-4) for 1 hour at RT as minimum diluted 
1:500 in PBS-T. 

The membrane was washed 3 x 10 min at RT. 

Then it was incubated with secondary antibody: goat 
anti-rabbit conjugated to horseradish peroxidase (goat anti- 
rabbi t-HRP) for 1 hour at RT (1:10000 in all cases). 

The membrane was washed again: 3 x 10 min at RT. 

4. DEVELOPMENT 

After the last washing, the membrane was incubated 
with the solution from the chemiluminescence kit, using the 
ECL+Plus kit from Pharmacia. 

The membrane was wrapped in cellophane paper and the 
double-emulsion film (Hyperfilm MP from Amersham) was 
exposed for varying times, between 30 s and 2 minutes. 

Example 3. Immunohistochemistry with SAR-1, SAR-2, SAR-3 and 
SAR-4 antibodies in human brain tissue 



The tissue sections were fixed in paraffin in the 
following steps: 

a) fixation in neutral formol at 10% 

b) dehydration in successive passes with increasing 
concentrations of alcohol 

c) passes with xylene and paraffin, the latter in a stove 
at 60-62°C 

d) preparation of the paraffin blocks, which are sliced at 
4 micron and are mounted in slides 



Next, these sections were deparaffined by passes in 
the following solutions: 



Xylene 

Xylene 

Ethanol 

Ethanol 

Ethanol 

Ethanol 

Ethanol 

PBS 



100% 10 minutes 
100% 10 minutes 
100% 5 minutes 
100% 5 minutes 
96% 5 minutes 
90% 5 minutes 
70% 5 minutes 
5 minutes x 3 times 



Then they were treated as follows: 

a) 96% formic acid for 3 minutes in fume cupboard, with 
stirring. 



b) Quick wash with water 

c) Washing in PBS 2x5 minutes 

d) Blocking of the endogenous peroxidases for 15 minutes in 
a solution consisting of 70 ml of PBS, 30 ml methanol and 1 
ml H 2 0 2 

e) Washing in PBS 3x5 minutes 

f) Washing in PBS/T (Triton or Tween 20 at 0.5% in PBS) 3 x 
5 minutes 

g) Blocking of the nonspecific linkages with normal goat 
serum diluted 10:100 in PBS/T for two hours 

h) Incubation of the primary antibodies over night at 4°C in 
a humid chamber: 

SAR-1 Dilution 1:150 in PBS 

SAR-2 Dilution 1:1500 in PBS 

SAR-3 Dilution 1:1500 in PBS 

SAR-4 Dilution 1:2000 in PBS 

i) Washing with PBS/T 3x5 minutes 

j) Incubation in secondary antibody (goat anti-rabbit) 
diluted 1:200 in PBS for 45 minutes 
k) Washing with PBS 4x5 minutes 

1) Incubation of the ABC (avidin-biotin complex) from Vector 
Labs at a dilution of 1:100 in PBS/T for 45 minutes in the 
dark, maintaining this condition until completion of 
development 

m) Washing with PBS 3x5 minutes 

n) Development in diaminobenzidine (DAB) . 
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The time was monitored empirically under a 
stereomicroscope. For this, first a washing was heated in a 
solution of Tris-HCl 0.5 M for 10 minutes with stirring, 
followed by incubation with a diaminobenzidine (DAB) 
substrate diluted in Tris-HCl 0.05M to which 0.5 pi /ml of 
H 2 0 2 was added at 4°C. On completion of reaction, three 
washings were effected in PBS at 4°C of 5 minutes each, 
followed by dehydration in ethanol at 70%, 90% and 100% for 
2 minutes each, xylene pass of 4 minutes and another xylene 
pass of 2 minutes, then mounting with Eukitt for observation 
under the microscope. 
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Sequence Listing 

NUMBER OF SEQUENCES: 4 

INFORMATION FOR SEQUENCE 1: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 8 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

INFORMATION FOR SEQUENCE 2: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 8 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 
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INFORMATION FOR SEQUENCE 3: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 10 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 

INFORMATION FOR SEQUENCE 4: 

SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
LENGTH: 12 
TYPE: amino acid 
TYPE OF MOLECULE: peptide 
SOURCE: Chemical Synthesis 
DESCRIPTION OF THE SEQUENCE: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
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CLAIMS 

1. Use of a peptide conjugated to a protein that acts 
as immunogen for the production of antibodies capable of 
specifically recognizing any of the predominant variants of 
the beta amyloid peptide A(340 and A(J42 in the preparation of 
a medicinal product for the prevention and/or treatment of a 
disease characterized by the accumulation of amyloid 
deposits in the brain of a patient. 

2 . The use according to the preceding claim, 
characterized in that the disease is Alzheimer's disease, 

3. The use according to the preceding claim 1, 
characterized in that the protein is keyhole limpet 
hemocyanin (KLH) . 

4. The use according to any one of the preceding claims 
1 to 3, characterized in that the peptide is selected from a 
group comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 1, the peptide of SEQ ID NO 
2, the peptide of SEQ ID NO 3, the peptide of SEQ ID NO 4; 

- the peptides resulting from shortening by 
elimination of the amino acid residues from the N-terminal 
and/or Oterminal ends of SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID 
NO 3 or SEQ ID NO 4; 

- and the peptides resulting from lengthening by 
addition of the appropriate amino acid residues for 
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conjugating the protein to any of the peptides of SEQ ID NO 
1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 or SEQ ID NO 4. 

5. The use according to the preceding claim 4, 
characterized in that the peptide is selected from the group 
comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 1; 

- the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 1; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein, 

6. The use according to the preceding claim 4, 
characterized in that the peptide is selected from the group 
comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 2; 

- . the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 2; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

7. The use according to the preceding claim 4, 
characterized in that the peptide is selected from the group 
comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 3; 



- the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or Oterminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 3; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

8. The use according to the preceding claim 4, 
characterized in that the peptide is selected from the group 
comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 4; 

the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 4; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

9. Use of an antibody or an active fragment or 
derivative of an antibody that specifically recognizes any 
of the predominant variants of the beta amyloid peptide, 
A(340 and A(542, in the preparation of a medicinal product for 
the prevention and/or treatment of a disease characterized 
by the accumulation of amyloid deposits in a patient's 
brain. 

10. The use according to the preceding claim 9, 
characterized in that the disease is Alzheimer's disease. 



11. The use according to any of the preceding claims 9 
to 10, characterized in that the antibody or an active 
fragment or derivative of the antibody that specifically 
recognizes any of the predominant variants of the A(J 
peptide, is obtained from a peptide selected from a group 
comprising SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 and SEQ ID 
NO 4, optionally shortened by elimination of the amino acid 
residues from the N-terminal and/or C-terminal ends, and 
optionally lengthened by addition of the appropriate amino 
acid residues for conjugating the protein. 

12. The use according to claim 9, characterized in that 
said antibody or active fragment or derivative of the 
antibody is obtained by immunization of mammals or birds 
with a peptide selected from the group comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 1; 

the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 1; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

13. The use according to claim 9, characterized in that 
said antibody or active fragment or derivative of the 
antibody is obtained by immunization of mammals or birds 
with a peptide selected from the group comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 2; 



- the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or Oterminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 2; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein, 

14. The use according to claim 9, characterized in that 
said antibody or active fragment or derivative of the 
antibody is obtained by immunization of mammals or birds 
with a peptide selected from the group comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 3; 

the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 3; 

- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 

15. The use according to claim 9, characterized in that 
said antibody or active fragment or derivative of the 
antibody is obtained by immunization of mammals or birds 
with a peptide selected from the group comprising: 

- the peptide of SEQ ID NO 4; 

- the peptides with a sequence resulting from 
eliminating the N-terminal and/or C-terminal amino acid 
residues of SEQ ID NO 4; 
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- and the peptides resulting from adding, to any of 
the preceding sequences, the amino acid residues necessary 
for conjugation of the protein. 



- 29 - 

21042003. ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> University of Zaragoza 

<120> Antibodies in the preparation of a medicinal product 
for the treatment of Alzheimer's disease. 
<130> 
<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

<210> 2 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
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<400> 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 

<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
1 5 10 

<210> 4 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Chemical Synthesis 
<400> 4 



Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
1 5 10+ 
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METODO DE TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

La presente invenci6n se relaciona con un m§todo de 
5 tratamiento y/o prevenci6n de enfermedades asociadas 
con la presencia de dep6sitos amiloides, entre las que 
se encuentra la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA T^CNICA ANTERIOR 

10 

Se conocen ciertos hechos acerca de los fen6menos 
bioguimicos y metab61icos asociados con la presencia de 
la enfermedad de Alzheimer (AD) . Dos cambios 
morfol6gicos e histopatol6gicos observados en cerebros 

15 con enfermedad de Alzheimer son las marafias 

neurof ibrilares (NFT) y los dep6sitos amiloides. Las 
marafias neurof ibrilares intraneuronales est£ presentes 
tambi€n en otras enfermedades neurodegenerativas, pero 
la presencia de los dep6sitos amiloides tanto en los 

20 espacios intraneuronales (placas neuriticas) como en 
las proximidades de la microvasculatura (placas 
vasculares) parece ser caracteristico de la enfermedad 
de Alzheimer. De estas, las placas neuriticas parecen 
ser las mSs frecuentes (Price, D.L., y col . , Drug 

25 Development Research (1985) 5:59-68). 

El contponente principal de estas placas amiloides es un 
pgptido de 40-42 aminoScidos denominado pfiptido 
amiloide A|}4. 

30 

El p€ptido amiloide Ap4 es un polipSptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoprotelnas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del pgptido amiloide 
Ap4 (pAPP) . Estando estas proteinas, precursoras del 
35 pSptido amiloide, constituidas por 695 a 770 

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 
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aminoacidos, siendo todas ellas producidas por el raismo 
gen. 

Se han identificado dos variantes principales del 
5 peptido amiloide Ap4, el peptido AP40 y el K$42, de 40 
y 42 aminoacidos respect ivamente, que presentan una 
distribuci6n tisular dif erente en condiciones tanto 
fisiol6gicas como patol6gicas. Es la variante de 42 
aminoacidos la forma predominante en las placas 
10 amiloides local izadas en cerebros de enfermos de 
Alzheimer. 

Hast a la fecha se han propuesto diferentes posibles 
soluciones hacia una posible vacuna frente a la 
15 enfermedad de Alzheimer. 

En EP526511 se propone la administraci6n de dosis 
homeopaticas de Apa pacientes con AD preestablecida. 
Sin embargo', debido a que las dosis empleadas apenas 
20 varian los niveles de Ap end6geno circulante en plasma, 
no se espera ningun beneficio terapeutico. 

Schenk et al . , (Nature, 1999 ; 400 : 173-177) describe 
la inmunizaci6n con Ap42, de ratones transgenicos 
25 PDAPP, los cuales sobreexpresan APP mutante humana, 

preveniendo la formaci6n de placas amiloides, distrofia 
neuritica y astrogliosis. 

En W09927944 (Schenk D.) se describe el tratamiento de 
30 AD por administraci6n de AP42 a un paciente. 

Un ensayo clinico de fase II en 360 pacientes 
diagnosticados con media a moderada AD en 4 palses 
Europeos y Estatos Unidos en el que se empleaba peptido 
35 amiloide Ap42 como antigeno, fue discontinuado tras 
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reportarse encefalitis en algunos de los pacientes 
(Scrip Daily Online, 25 Feb 2002, S007455320, The 
Scientist 16[7]:22, Apr. 1, 2002). 

5 El problema de emplear como vacuna una proteina 

end6gena (o una proteina presente naturalmente en el 
animal que esta siendo vacunado) , como es en el caso de 
el peptido Ap42, el organismo responde fabricando 
anticuerpos f rente a Ap42 y f rente a fracciones mas 

10 cortas que pueden tener tambien funciones f isiol6gicas 
todavia desconocidas, entre algunos de los posibles 
problemas podemos citar el posible desarrbllo de 
enfermedades autoinmunes debido a la generaci6n de 
anticuerpos frente a la proteina end6gena, dificultad 

15 en la generaci6n de una respuesta inmune debido al 
fallo del sistema inmune para reconocer antigenos 
end6genos, posible desarrollo de una respuesta 
inflamatoria aguda. 

20 La presente invenci6n esta dirigida al tratamiento de 
Alzheimer y otras enfermedades amiloideas por 
administraci6n de un peptido, de la parte C-terminal de 
A0, conjugado con una proteina, que en una realizaci6n 
preferida de la presente invenci6n dicha proteina es la 

25 hemocianina de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en 
ingles) . 

EXPLICACION DE LA INVENCION 

30 La presente invenci6n se relaciona con una vacuna para 
la prevenci6n y/o tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer y de otras enfermedades amiloideas 
relacionadas . 



35 



Segun una realizaci6n preferida de la presente 
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invenci6n, se proporciona una vacuna para la prevenci6n 
y/o el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y de 
otras enfermedades relacionadas, que supera las 
desventajas asociadas a usar peptides, proteinas o 
5. immun6genos end6genos. 

Ejemplos de otras enfermedades caracterizadas por 
dep6sitos amiloides son Sindrome Hereditario IslSndico, 
mieloma multiple, encef alopatias espongif orme, 
10 incluyendo la enfermedad de Creutzf el dt- Jakob. 

La inducci6n de una respuesta inmune puede ser activa 
como cuando un immunogeno es administrado para inducir 
anticuerpos que reaccionan con Aji en un paciente, o 
15 pasiva, como cuando es administrado un anticuerpo que 
reacciona por si mismo con AP en un paciente. 

Para los prop6sitos de la presente invenci6n, los 
siguientes tSrminos son definidos a continuaci6n: 

20 

El termino n enfermedades amiloideas relacionadas" 
incluye enfermedades asociadas con la acumulaci6n de 
amiloide el cual puede estar restringido a un organo, 
amiloidosis localizada, o difundido en varios organos, 

25 amiloidosis sist£mica. Amiloidosis secundaria puede ser 
asociada con infecciones cr6nicae (como p.e. 
tuberculosis) o inflamaci6n cr6nica (p.e. artritis 
reumatoide) , Fiebre MediterrSnea Familial (FMF) y otro 
tipo de amiloidosis sistgmica encontrada en pacientes 

30 en tratamiento de hemodiSlisis de largo plazo. Formas 
localizadas de amiloidosis incluye, sin limitarse a 
estas, diabetes tipo II y cualquier otra enfermedad 
relacionada con esta, enfermedades neurodegenerativas 
con SCRAPIE, encef alit is espongif orme bovina, 
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enfermedad de Cretzfeldt- Jakob, enfermedad de 
Alzheimer, angiopatia amiloide cerebral. 

El tSrmino "inmunizaci6n pasiva" es utilizado para 
5 referirse a la administraci6n de anticuerpos o 

fragmentos de ellos a un individuo con la intencidn de 
conferirle inmunidad. 

En un primer aspecto, la invenci6n proporciona el uso 
10 bien de un p^ptido que acttia como inmundgeno o bien de 
un anticuerpo, en la preparaci6n de un medicamento para 
la prevenci6n y/o el tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulaci6n de dep6sitos 
amiloides. Dichos m^todos consisten en la inducci6n de 
15 una reepuesta inmune contra un component e peptidico de 
los dep6sitos amiloides en el paciente. Dicha inducci6n 
puede ser activa por administraci6n de un immun6geno o 
pasiva por administraci6n de un anticuerpo o un 
fragmento activo o derivado de un anticuerpo. 

20 

En una realizaci6n preferida de la presente invenci6n, 
la enfermedad es la enfermedad de Alzheimer. 

El medicamento obtenido puede ser empleado tanto en 
25 pacientes asintomSticos como en aquellos que ya 
muestran sintomas de la enfermedad. 

De acuerdo con la presente invenci6n, las composiciones 
capaces de provocar una respuesta inmune dirigida 

30 contra ciertos componentes de las placas amiloideas son 
efectivas para el tratamiento o prevenci6n de 
enfermedades relacionadas con dep6sitos amiloides. En 
particular, de acuerdo con un aspecto de la presente 
invenci6n, es posible prevenir el progreso, disminuir 

35 los sintomas y/o reducir el proceso de deposici6n 
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amiloide en un individuo, cuando una dosis 
inmunoestimulatoria de un pgptido o de un anticuerpo 
obtenido a partir de §ste, es administrado a el 
paciente . 

5 

De acuerdo con un aspecto de la presente invenci6n, los 
anticuerpos son obtenidos por inmunizacion de mamlferos 
o aves, mediante el empleo de un p€ptido conjugado a 
una proteina como inmun6geno. 

10 

Segfin una forma de realizaci6n preferida de la presente 
invenci6n, los mamlferos empleados para su inmunizaci6n 
pueden ser rumiantes, 6quidos, lagomorfos, carnivoros, 
primates o cualquier otro animal que permita obtener 
15 cantidades de suero adecuadas como para extraer de 6ste 
suficiente cantidad de anticuerpo. De entre las aves 
empleadas para su inmunizaci6n podemos citar, no 
•considercindose de forma limitativa, las galliformes, 
anseiriformes y columbif ormes, entre otras. 

20 

Segtin una forma de realizaci6n preferida de la presente 
invenci6n, 6sta proporciona el uso de un peptido 
conjugado a una proteina que acttia como inmun6geno para 
la producci6n de anticuerpos capaces de reconocer de 

25 forma especlfica cualquiera de las variantes 

predominates del peptido beta amiloide AP40 y A042 en 
la preparacifin de un medicamento para la prevenci6n y/o 
tratamiento de una enfermedad caracterizada por la 
acumulaci6n de dep6sitos amiloides en el cerebro de un 

30 paciente. 

Segfln una forma de realizaci6n m§s preferida de la 
presente invenci6n, la proteina utilizada para su 
conjugaci6n con el peptido es la hemocianina de lapa 
35 (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingl6s)\ 
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De acuerdo con una realizaci6n aim m&s preferida de la 
presente invenci6n, el pgptido es seleccionado entre un 
grupo que consiste en el peptido de SEQ ID NO 1, el 
5 peptido de SEQ ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el 
peptido de SEQ ID NO 4, los p£ptidos resultantes de 
acortar por eliminaci6n de los restos de aminoScido de 
los extremos N-terminal y/o Oterminal de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4 y los 
10 pgptidos resultantes de alargar por adici6n de los 
restos de amino&cido apropiados para conjugar la 
protelna a cualquiera de los p€ptidos de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4. 

15 De acuerdo con otra realizaci6n preferida, el p£ptido 
es seleccionado entre el grupo constituido por el 
peptido de SEQ ID NO 1, los peptidos con una secuencia 
result ante de eliminar los restos de aminoScido N- 
terminal y/o C- terminal de SEQ ID NO 1 y los piptidos 

20 resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos.de aminoScido necesarios para 
la conjugaci6n de la protelna. 

En otra realizaci6n preferida de la presente invenci6n, 
25 el peptido es seleccionado entre el grupo constituido 
por el pgptido de SEQ ID NO 2, los peptidos con una 
secuencia resultant e de eliminar los restos de 
aminoScido N- terminal y/o C- terminal de SEQ ID NO 2 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
30 secuencias precedentes, los restos de amino&cido 
necesarios para la conjugaci6n de la protelna. 

En otra realizaci6n preferida, el peptido es 
seleccionado entre el grupo constituido por el peptido 
35 de SEQ ID NO 3, los pSptidos con una secuencia 
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resultante de eliminar los restos de aminoacido N- 
terminal y/o C- terminal de SEQ ID NO 3 y los peptidos 
resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos de aminoacido necesarios para 
5 la conjugaci6n de la proteina. 

En otra realizaci6n preferida, el peptido es 
seleccionado entre el grupo constituido por el peptido 
de SEQ ID NO 4, los peptidos con una secuencia 
10 resultante de eliminar los restos de aminoScido N- 

terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 4 y los peptidos 
resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos de aminoacido necesarios para 
la conjugacidn de la proteina. 

15 

De acuerdo con otra forma de realizaci6n de la presente 
invenci6n, esta proporciona el uso de un anticuerpo o 
un fragment o activo o derivado de un anticuerpo que 
reconoce de forma especifica cualquiera de las 
20 variantes predominantes del peptido beta amiloide, A04O 
y AP42 en la preparaci6n de un medicamento para la 
prevenci6n y/o tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulaci6n de dep6sitos amiloides 
en el cerebro de un paciente. 

25 

Segun una realizaci6n preferida de la presente 
invenci6n, el anticuerpo o un fragmento activo o 
derivado del anticuerpo que reconoce de forma 
especifica cualquiera de las variantes predominantes 

30 del peptido Ap, es obtenido a partir de un peptido 

seleccionado a partir de un grupo que consiste en SEQ 
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 
opcionalmente acortados por eliminacidn de los restos 
de aminoacido de los extremos N-terminal y/o C- 

35 terminal, y opcionalmente alargados por adicidn de los 
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restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
proteina . 

En otra forma de real izaci6n mas preferida, dicho 
5 anticuerpo o fragmento activo o derivado del 

anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por el peptido de SEQ ID NO 1, los peptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
10 aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 1 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugaci6n de la proteina. 

15 En otra forma de realizaci6n preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o. derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por el peptido de SEQ ID NO 2 , los peptidos 

20 con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 2 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes,. los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugaci6n de la proteina. 

25 

En otra forma de realizaci6n preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 

30 constituido por el peptido de SEQ ID NO 3, los peptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 3 y 
los peptidos resultantes de afiadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes, los restos de aminoacido 

35 necesarios para la conjugaci6n de la proteina. 
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En otra forma de realizaci6n preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizaci6n de mamlferos o 

5 aves con un piptido seleccionado entre el grupo 

constituido por el pgptido de SEQ ID NO 4, los pgptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
amino&cido N-terminal y/o Oterminal de SEQ ID NO 4 y 
los pgptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 

10 secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugaci6n de la proteiria. 

En esta solicitud los aminoclcidos se abrevian 
utilizando los c6digos de una letra aceptados en 
15 el campo, en la forma que se muestra a continuaci6n: 

A= Ala= alanina, 

C= Cys= cisteina, 

D= Asp= Scido asp&rtico, 
20 E= Glu= &cido glutfimico, 

F= Phe= fenil alanina, 

G= Gly= glicina, 

H= His= histidina, 

I«= Ile= isoleucina, 
25 K« Lys= lisina, 

L= Leu« leucina, 

M= Met= metionina, 

N= Asn= asparagina, 

P= Pro= prolina 
30 Q= Gln= glutamina, 

R= Arg= arginina, 

S= Ser= serina, 

T= Thr*= treonina, 

V= Val« valina, 
35 W= Trp= triptofano, 
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Y*= Tyr= tirosina, 

Las secuencias descritas anteriormente en la presente 
invenci6n, e identif icadas como SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 
5 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4 se corresponden con las 
siguientes secuencias de aminolicidos : 

SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 
SEQ ID NO 2 GLMVGGW 
10 SEQ ID NO 3 GLMVGGWIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

Los ahticuerpos obtenidos a partir de los pgptidos 
anteriores reciben en la presente solicitud los codigos 
15 de SAR-1, SAR-2, SAR-3 y SAR-4 correspondiSndose con 
6stos como se indica a continuaci6n: 

SEQ ID NO 1 SAR-2 
SEQ ID NO 2 SAR-3 
20 SEQ ID NO 3 SAR-4 
SEQ ID NO 4 SAR-1 

La informaci6n relativa a la identif icaci6n de las 
secuencias peptidicas, descritas en la presente 
25 invenci6n, que se acompafia a la presente memoria en 
formato legible por ordenador, es id€ntica al listado 
de secuencias que se presenta acorapafiando a la memoria. 



30 



BREVE DESCRIPCI6N DE LOS DIBUJOS 

Figura l.- Placas amiloides en cerebros con Alzheimer 
detectadas con los anticuerpos SAR-1, SAR-2, SAR-3 y 
SAR-4. 
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Figura 2.- Western Blot en el que se demuestra la 
especif icidad de los anticuerpos. SAR-3 detecta 
especif icamente la protelna amiloide de 40 atninoScidos 
(AS40), SAR-4 la de 42 aminoScidos (A£42) y SAR-1 las 

5 dos isoformas, pero teniendo m^s afinidad por la 

supuestamente m&s neurot6xica AS42. En cada calle se ha 
cargado el p£ptido indicado (AJ540 6 AS42) en la 
cantidad de nanogramos especificada (10, 100, 200 6 
500) . En los westerns se aprecia tambi^n que los 

10 anticuerpos SAR-3 y SAR-4 detectan tanto los mon6meros 
(mucho m§s abundantes) como los dimeros del pSptido 
correspond! ente . 

EJEMPLOS 

15 

La presente invenci6n se ilustra mediante los 
siguientes ejemplos. 

Ejemplo 1. Generaci6n de los anticuerpos policlonales . 

20 

Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizaci6n de conejos New Zealand White contra 
los cuatro p6ptidos acoplados a KLH que se utilizaron 
como inmundgeno. 

25 

Cada inmun6geno se inyect6 en dos conejos, realizSndose 
cinco inyecciones: la primera inyecci6n intrad6rmica 
del conjugado p6ptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante completo de Freund y cuatro mSs 

30 intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 
dlas 14, 28, 49 y 80, del mistno conjugado p€ptido-KLH 
en PBS pero esta vez emulsionados en adyuvante 
incontpleto de Freund, realiz&ndose la sangria de 
control a los 90 dlas para detectar la presencia de los 

35 anticuerpos. 
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Tras la recogida de sangre, se separ6 el suero y se 
prepurific6 tnediante desalado y posteriormente se 
purificaron los anticuerpos por afinidad en una matriz 
5 compuesta por 1,5 ml de material EMD-Epoxy activated 
(Merck) a la que se anadi6 5mg del correspondiente 
peptide. Las fracciones purificadas se estabilizaron en 

0. 1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 °C, pudi£ndose 
anadir glicerol 20-50% como crioprotector . 

10 

Ejemplo 2. WESTERN-BLOT para A£ 

1. ELECTROFORESIS 

15 Se utiliz6 el mStodo de Laemmli, descrito en Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, 
New York, 1998, modificado para mejorar la separaci6n 
de peptidos pequenos. 

20 El aparato empleado fu6 un Miniprotean 3 de Bio-Rad. 



Se utiliz6 un gel del 15% de acrilamida, mezclando los 
siguientes componentes: 



30 



SOLUCIONES STOCK 


SEPARATING GEL (15 %) 


STACKING GEL 


40 % Acrilamida 


3,75 ml 


500 111 


Tris 3 M pH=8,45 


3,3 ml 


250 fil 


Glicerol 


1,05 ml 




Agua 


1*9 ml 


4,2 ml 


SDS 20 % 


50 til 


18,6 111 


APS 10% 


50 Hi 


25 (il 


TEMED 


10 Ml 


5 111 



Se parti6 de disoluciones stock de peptide- AB40 y 42 de 
35 1 mg/ml . (disueltos en PBS) . Se tomd el volumen 
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necesario de estas soluciones para cada una de las 
muestras y lo llevamos hasta 20 /xl con SBLT (SBL + Tris 
base 2 M) . A continuaci6n se hirvieron las muestras 
durante 5 minutos para desnaturalizar los pgptidos y 
5 eliminar posibles proteasas. 

Se llen6 el centro de la cubeta con tamp6n cat6dico y 
el exterior con tamp6n an6dico, siendo la composicion 
de estos tampones las siguientes: 

10 

Tamp6n An6dico 

24.2 g Tris base (0.2 M final) 
Diluir a 1 litro con H 2 0 
Ajustar a pH 8.9 con HC1 concentrado 
15 Almacenar a 4°C hasta 1 mes 

Tamp6n Cat6dico 

12.11 g Tris base (0.1 M final) 
17.92 g tricine (0.1 M final) 
20 1 g SDS (0.1% final) 

Diluir a 1 litro con H 2 0 
No ajustar el pH. 
Almacenar a 4°C hasta 1 mes 

25 Pinalmente se cargaron las muestras en los pocillos: 20 
jil/pocillo. Utilizando como marcador el Polypeptide 
Standard Kaleidoscope de Bio-Rad, se comenz6 la 
migraci6n a bajo voltaje (30 V), y posteriormente se 
subi6 hasta los 100 V, transcurrida aprox. 1 hora de 

30 electroforesis 

2.- TRAN S FERENC I A A MEMBRANA 
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Se transf irieron las proteinas separadas en el gel a 
una membrana de PVDF # mediante el electroblotting. En 
los w librillos" de transf erencia se colocaron: 

5 Lado negro esponja 3 papeles Whatmann (o de 

filtro)--- gel membrana--- 3 papeles Whatmann 

esponja lado transparent e 

A continuaci6n se llen6 la cubeta con "electroblotting 
10 buffer'' : 

Glicina 38 mM 
Tris base 50 mM 
Metanol 40% 

15 

Se realiz6 la transf erencia durante 2 horas a 200 mA. 
Durante la transf erencia se mantuvo la agitaci6n del 
buffer con agitador magnet ico. 

20 3.- INCUBACI6N CON ANTICUERPOS 

Los anticuerpos y la leche en polvo se disolvieron en 
PBS-T (PBS + 0,5 % Tween 20) , realizfindose los lavados 
tambi^n con PBS-T. 
25 Tras la transferencia se bloque6 la superf icie de la 
membrana con soluci6n 5 % de leche en polvo, durante 1 
hora con agitaci6n y a temperatura ambiente (RT) 

Tras lo cual se lav6 la membrana 2x5 min. a RT. 

30 

A continuaci6n se incub6 con anticuerpo primario (SAR- 
1, SAR-2, SAR-3 b SAR-4) 1 hora a RT como minimo 
diluido 1:500 en PBS-T. 



35 Se real i 26 el lavado de la membrana: 3 x 10 min. a RT 
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Posteriormente se incub6 con anticuerpo secundario: 
ant i- cone jo de cabra conjugado a peroxidasa de rabano 
(goat anti-rabbit-HRP) durante 1 hora a RT (1:10.000 en 
5 todos los casoe) . 

Se realiz6 de nuevo el lavado de la membrana: 3 x 10 
min. a RT 

10 4.- REVELADO 

Tras el ultimo lavado se incub6 la membrana con la 
soluci6n del kit de quimioluminiscencia . Utilizandose 
el kit ECL+Plus de Pharmacia. 

15 

Se envolvi6 la membrana en papel celofan y la expusimos 
a film (Hyperfilm MP de Amersham) de doble emulsi6n, 
durante distintos tiempos, entre 30 seg. y 2 minutos, 

20 Ejemplo 3. Inmunohistoqulmica con anticuerpos SAR-1, 
SAR-2, SAR-3 y SAR-4 entejido de cerebro humano. 

Las secciones de tejido se xijaron en parafina 
siguiendo los siguientes pasos: 

a) fijaci6n en formol neutro al 10% 

b) deshidrataci6n por pases sucesivos en 
concentraciones crecientes de alcohol 

c) pases pbr xilol y parafina, esta ultima en estufa 
de 60-62 °C 

d) realizaci6n de los bloques de parafina, los 
cuales se cortan a 4 micras y se montan en 
portaobjetos 

A continuacidn, dichas secciones fueron desparaf inadas 
35 mediante pases por las siguientes soluciones: 



25 



30 
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Xilol 

Xilol 

Etanol 

Etanol 

Etanol 



Etanol 



Etanol 



100% 10 minutos 
100% 10 minutos 
100% 5 minutos 
100% 5 tninutos 
96% 5 minutos 
90% 5 minutos 
70% 5 minutos 



PBS 



5 minutos X 3 veces 



10 



15 



20 



25 



Posteriormente se trataron de la siguiente forma: 

a) Acido f6rmico al 96% durante 3 minutos en campana de 
gases y en agitaci6n. 

b) Lavado rSpido de agua 

c) Lavados en PBS 2X5 minutos 

d) Bloqueo de las peroxidasas endogenas durante 15 
minutos en una solucion formada por 70ml de PBS, 30ml 
de metanol y 1ml de H202 

e) Lavados en PBS 3X5 minutos 

f) Lavados en PBS/T (Triton o Tween-20 al 0,5% en PBS) 3 
X 5 minutos 

g) Bloqueo de las uniones inespecif icas con suero de 
cabra (Normal Goat Serum) diluido 10:100 en PBS/T 
durante dos horas 

h) Incubaci6n de los anticuerpos primarios toda la noche 
a 4° C en cSmara hfimeda: 

SAR-l~.Diluci6n 1:150 en PBS 
SAR-2~.Diluci6n 1:1500 en PBS 
SAR-3_.Diluci6n 1:1500 en PBS 
SAR-4~.Diluci6n 1:2000 en PBS 

i) Lavados de PBS/T 3X5 minutos 

j)Incubaci6n en anticuerpo secundario (anti-conejo de 
cabra) diluido 1:200 en PBS durante 45 minutos 
k)Lavados de PBS 4X5 minutos 
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1) Incubacion del ABC (complejo avidina-biotina) de 
Vector Labs a una diluci6n de 1:100 en PBS/T durante 45 
minutos en oscuridad, manteniendose esta condici6n 
hasta finalizar el revelado 
5 m)Lavados de PBS 3X5 minutos 

n) Revelado en diaminobencidina (DAB). 

Se control6 el tiempo empiricamente bajo microscopio 
estereosc6pico. Para ello, primero se hizo un lavado en 

10 una soluci6n de Tris-HCl 0.5 M durante 10 minutos en 
agitaci6n, para proseguir con la incubaci6n con un 
sustrato diaminobencidina (DAB) diluida en Tris-HCl 
0.05M y a la que se afiade 0.5./il/ml de H202 a 4°C. Una 
vez finalizada la reacci6n se realizaron tres lavados 

15 en PBS a 4°C de 5 minutos cada uno y se procedid a la 
deshidrataci6n en etanol al 70%, 90% y 100% durante 2 
minutos cada uno, pase por xilol de 4 minutos y otro 
pase de xilol de 2 minutos, hasta que se montaron con 
Eukitt para su observaci6n al microscopio. 

20 

Listado de Secuencias. 
NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

25 

INFORMAC I ON SOBRE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 8 
TIPO: aminoacido 
30 TIPO DE MOLECULA: peptido 

FUENTE: Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
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INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 8 
5 TIPO: aminocLcido 

TIPO DE MOLECULA : pgptido 
PUENTE: Slntesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 
10 Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3: 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
15 LONGITUD: 10 

TIPO: amino&cido . 
TIPO DE MOLECULA: pgptido 
FUENTE: Slntesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
20 SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
1 5 10 

INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4: 
25 CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 12 
TIPO: aminocLcido 
TIPO DE MOLECULA: p£ptido 
FUENTE: Sintesis Quimica 
30 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 



35 
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REIVINDICACIONES 

1. El uso de un pgptido conjugado a una proteina que 
actua como inmun6geno para la producci6n de 

5 anticuerpos capaces de reconocer de forma 

especifica cualquiera de las variantes 
predominantes del peptido beta amiloide AP40 y Ap42 
en la preparaci6n de un medicamento para la 
prevenci6n y/o tratamiento de una enfermedad 

10 caracterizada por la acumulaci6n de dep6sitos 

amiloides en el cerebro de un paciente. 

2 . El uso segxin la reivindicaci6n anterior 
caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad 
de Alzheimer. 

15 3. El uso segtin la reivindicaci<5n anterior 1, 

caracterizado porque la proteina es la hemocianina 

de lapa (KLH) . 
4. El uso segtin cualquiera de la reivindicaciones 

anteriores 1 a 3 # caracterizado porque el peptido 
20 es seleccionado a partir de un grupo que consiste 

en: 

el p€ptido de SEQ ID NO 1, el peptido de SEQ 
ID NO 2 , el p§ptido de SEQ ID NO 3, el 
p€ptido de SEQ ID NO 4; 

25 - los p<Sptidos resultantes de acortar por 

eliminaci6n de los restos de aminoScido de 
los extremos N-terminal y/o C-terminal de 
SEQ ID NO 1, de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 
o de SEQ ID NO 4; 

30 - y los p^ptidos resultantes de alargar por 

adici6n de los restos de aminoScido 
apropiados para conjugar la protelna a 
cualquiera de los p6ptidos de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID 

35 NO 4. 
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5. El uso segtin la reivindicaci6n anterior 4, 
caracterizado porque el pSptido es seleccionado 
entre el grupo const ituido por: 

el pgptido de SEQ ID NO 1; 

5 - los pSptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminocicido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
y los pgptidos resultantes -de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 

10 los restos de aminoScido necesarios para la 

conjugaci6n de la protelna. 

6. El uso segtin la reivindicaci6n anterior 4, 

• caracterizado porque el p€ptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

15 - el pgptido de SEQ ID NO 2; 

los p^ptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de amino&cido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los p^ptidos resultantes de anadir a 

20 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de amino&cido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 

7. El uso segtin la reivindicaci6n anterior 4, 
caracterizado porque el pgptido es seleccionado 

25 entre el grupo constituido por: 

-el pSptido de SEQ ID NO 3; 

los p6ptidos con una secuencia resultante de 
eliminar Ids restos de amino&cido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 

30 y los pgptidos resultantes de afiadir a 

cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoficido necesarios para la 
conjugaci6n de la protelna. 
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8- El uso segtin la reivindicaci6n anterior 4, 

caracterizado porque el p^ptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

el pgptido de SEQ ID NO 4; 
5 - los pgptidos con vma secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminoScido N-terminal 
y/o C- terminal de SEQ ID NO 4; 
y los pgptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
10 los restos de amino£cido necesarios para la 

conjugaci6n de la proteina. 
9. El uso de un anticuerpo o un fragmento activo o 
derivado de un anticuerpo que reconoce de forma 
especifica cualquiera de las variantes 
15 predominantes del p6ptido beta amiloide, Ap40 y 

AP42 en la preparaci6n de un medicamento para la 
prevencidn y/o tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulaci6n de dep6sitos 
amiloides en el cerebro de un paciente. 
20 10. El uso seglin la reivindicaci6n anterior 9, 

caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad 
de Alzheimer. 

11. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 9 a 10, caracterizado porque el 

25 anticuerpo o un fragmento activo o derivado del 

anticuerpo que reconoce de forma especlfica 
cualquiera de las variantes predominantes del 
p^ptido AP, es obtenido a partir de un pgptido 
seleccionado a partir de un grupo que consiste en 

30 SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 

opcionalmente acortados por eliminaci6n de los 
restos de aminoicido de los extremos N-terminal y/o 
C-terminal # y opcionalmente alargados por adici6n 
de los restos de aminoScido apropiados para 

35 conjugar la proteina. 
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12. El uso segiin la reivindicaci6n 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragment o activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizaci6n de mamiferos o aves con un p€ptido 

5 seleccionado entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 1; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de amino&cido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
10 y los peptidos resultantes de anadir a 

cualquiera de las secuencias precedent es, 
los restos de amino&cido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 

13. El uso segtin la reivindicacidn 9, caracterizado 
15 porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 

derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizaci6n de mamiferps o aves con un p£ptido 
seleccionado entre el grupo constituido por: 
el pSptido de SEQ ID NO 2; 
20 - los peptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de amino&cido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los p€ptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
25 los restos de aminoScido necesarios para la 

conjugaci6n de la proteina. 

14. El uso segtin la reivindicaci6n 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 

30 inmunizaci6n de mamlferos o aves con un pgptido 

seleccionado entre el grupo constituido por: 
el p6ptido de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de amino&cido N-terminal 
35 y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
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y los p6ptidos resultantes de afiadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de amino&cido necesarios para la 
conjugacidn de la protelna. 
5 15. El uso segtin la reivindicaci6n 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o f ragmen to activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizaci6n de mamiferos o aves con un pSptido 
seleccionado entre el grupo const ituido por: 
10 - el p€ptido de SEQ ID NO 4; 

los p§ptidos con -una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoScido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los p£ptidos resultantes de afiadir a 
15 cualquiera de las secuencias precedentes, 

los restos de aminoScido necesarios para la 
conjugaci6n de la proteina. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Universidad de Zaragoza 

<120> Anticuerpos en la preparaci6n de un medicamento para el tra 
tamiento 

de la enfermedad de Alzheimer 

<130> 

<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 

<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 



<210> 2 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 

<400> 2 



Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 

.1 5 



<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
15 10 



<210> 4 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
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<400> 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/ES 2004/000194 



Box I Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of Item 1 .b of the first sheet) 



1 . With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed 
invention, this opinion has been established on the basis of: 

a. type of material 

S a sequence listing 

□ table(s) related to the sequence listing 



b. format of material 

□ in written format 

03 in computer readable form 



c. time of filing/furnishing 

□ contained in the international application as filed. 

S filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority for the purposes of search. 

2. □ In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed or 

furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the 
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished. 

3. Additional comments: 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/ES 2004/000194 



Box II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 

1. □ Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. □ Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an 
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. □ Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box III Observations where utility of invention Is lacking (Continuation of item 3 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 
see extra sheet 



1. □ As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable 

claims. 

2. [3 As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment of 

any additional fee. 

3. □ As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers 

only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. □ No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest □ The additonal search fees were accompanied by the applicant's protest. 

□ No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/ES 2004/000194 



The patent application does not have unity of invention as it comprises more than 
just one invention or groups of inventions described below: 



1. - Use of the 
preparation of 
disease; 

2. - Use of the 
preparation of 
disease; 

3. - Use of the 
preparation of 
disease; 

4. - Use of the 
preparation of 
disease; 



peptide SEQ ID NO 1 
a medicinal product 

peptide SEQ ID NO 2 
a medicinal product 

peptide SEQ ID NO 3 
a medicinal product 

peptide SEQ ID NO 4 
a medicinal product 



or of an antibody obtained therefrom, in the 
for use in the treatment of Alzheimer's 

or of an antibody obtained therefrom, in the 
for use in the treatment of Alzheimer's 

or of an antibody obtained therefrom, in the 
for use in the treatment of Alzheimer's 

or of an antibody obtained therefrom, in the 
for use in the treatment of Alzheimer's 
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Solicitud international n° 
PCT/ES 2004/000194 



Recuadro I Secuenda(s) de nudeotidos y/o de amlnoaridos (Continuad6n del punto l.b de la primera hoja) 



. En lo que se refiere a las secuendas de nucle6tidos y/o de aminoaddos divulgadas en la solicitud international y necesarias para la 
invenci6n reivindicada, la busqueda se ha Uevado a cabo sobre la base de: 

a) Tipo de material 
[X] una lista de secuencias 

Q Tabla(s) relativas a la lista de secuencias 

b) Fonnato del material 

□ porescrito 

[Xj en soporte legible por ordenador 

c) Fecha de presentaci6n/entrega 
Q contenido en la solicitud internacional tal y como se present6 

[x| presentado junto con la sohcitud internacional en fonnato legible por ordenador 

□ presentado posterionnente a esta Adnnnistracion a ios fines de la busqueda . 

2. Ademas, en caso de que se haya presentado mas de una versi6n o copia de una lista de secuencias y/o tabla relacionada con ella, se 
ha entregado la declaraci6n requerida de que la information contenida en las copias subsiguientes o adicionales es identica a la de la 
solicitud tal y como se present6 o no va mas alia de lo presentado inicialmente. 

3. Comentarios adicionales: 
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Solicitud international n° 
PCT/ES 2004/000194 



Recuadro II Observadones cuando se estime que algunas reivindicadones no pueden ser objcto dc busqueda (Continuaci6n 
del punto 2 de la prtmera hoja) __. . ■ ■ 



De confonnidad con el artlculo \12*\ algunas reivindicaciones no han podido ser objeto de busqueda por los siguientes motivos: 

1. n Las reivindicaciones n 0 *; 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Admiiustrad6n no esta obligada a proceder a la busqueda, a saber 



2. □ Lasmvindicadonesn«: 

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no 
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente: 



cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda 



3. D Las reivindicadones n 08 : 

son reivindicadones dependientes y no estan redactadas de confonnidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6 Aa). 



Recuadro m Observadones cuando falta unidad de lnvenci6n (Continuacidn del punto 3 de la primera hoja) 



La Adniinistrad6n encargada de la Busqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber. 
Ver hoja adicional 



1. D Dado que todas las tasas adidonales han sido satisfechas por el solicitante deniro del plazo, el presente 
internadonal comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda. 



informe de busqueda 



2. IH1 Dado que todas las reivindicadones que pueden ser objeto de btisqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justifique una 
tasa adidonal, esta Administradon no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta naturaleza 

3. D Dado que tan solo una parte de las tasas adidonales solidtadas ha sido satisfecha dentro del plazo por d solicitante, d presente 

informe de busqueda internadonal comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido satisfechas las 
tasas, concretamente las reivindicadones n w : 

4. D Ninguna de las tasas adidonales solidtadas ha sido satisfecha por el solidtante dentro de plazo. En consecuencia, el presente 

informe de busqueda internacional se linrita a la invenci6n mendonada en primer termino en las reivindicadones, cubierta por 
las reivindicaciones n M : 



Indicad6n en cuanto a la p rotes ta D Las tasas adidonales han sido acompanadas de una protesta por parte dd solidtante. 

I I El pago de las tasas adidonales no ha sido acompaflado de ninguna protesta. 
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 


Solicited international n" 




PCT/ ES 2004/000194 



La solicitud de patente no tiene unidad de invenci6n ya que comprende m&s de una sola invention o 
grupos de invenciones descritos a continuaci6n: 



L- Uso del peptido SEQ ID n° 1 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo, en la preparaci6n de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, 

2. - Uso del peptido SEQ ID n° 2 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo,en la preparation de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer; 

3. - Uso del peptido SEQ ID n° 3 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo, en la preparacidn de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 

4. - Uso del p6ptido SEQ ID n° 4 o de un anticuerpo obtenido a partir del mismo, en la preparacidn de un 
medicamento util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer; 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/ES 2004/000194 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 
PC 7 A61K 38/17, A61K 39/00, A61P 25/28 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 A61K,A61P 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practicable, search terms used) 

CIBEPAT,EPODGC, REG, HCAPLUS, MEDLINE, BIOSIS . 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



X 
Y 



PX 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



WO 9927944, A (ATHENA NEUROSCIENCES, INC, USA), 
10.06.1999, the whole document especially page 4, lines 34- 
39; page 5, lines 1-5, 15-20;page 49, line 5. 

WO 0072880 A (NEURAL AB LIMITED), 07.12.2000, the whole 
document especially page 61, line 3; pages 67-69. 

WO 9615452 A (ATHENE NEUROSCIENCES, INC., USA), 
23.05.1996, the whole document especially page 27, line 22; 
page 20, line 11. 

WO 9012870 A (RESEARCH FOUNDATION FOR MENTAL 
HYGIENE, INC., USA), 01.11.1990, the whole document 
especially page 6, line 13. 

WO 2004013172 A (INNOGENETICS, N.V.), 12.02.2004, SEQ ID 
n°74 



Relevant to claim No. 



1-4,7,9-11, 14 
5,6,8,12,13,15 



4,7,11,14- 
4,7,11,14 

4,5,11,12 

4,8,11,15 



fx] Further documents are listed in the ccminuation of Box C. jx] See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" doenment defining the general state of the art which is not considered 

to be of particular relevance 
**E" farliff d^mw? frrt rq*Mfrifi«< <*" <" *ftw <ha intwiurtionnl filing date 
"L" doenment which may throw doubts on priority daim(s) or which is 

cited to establ is h the publication date of another citation or other 

special reason (as specified) 
"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 

means 

**F* dociimeat published prior to ttio international filing date but later than 
the priority date claimed 
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